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Abstract. The increasing interest in studying obliterating atherosclerosis of vessels of the lower 
extremities (OAVLE) has been triggered by the growing incidence of the disease and the need for 
a multidisciplinary approach to diagnostics and treatment of OAVLE. Patients with OAVLE had the 
following tests: lipid profile, the state of the coagulation component of hemostasis, total homocysteine, 
the state of arterial lumens, and blebbing of the lymphocyte plasma membrane. The patients were 
divided into two groups: Group 1 (30 patients) – patients with class IIB ischemia, according to 
Pokrovsky-Fontaine’s classification, and Group 2 (30 patients) – patients with critical ischemia of 
the lower extremities. The tests revealed a strong positive correlation between the total blebbing of 
lymphocytes and the development of critical ischemia (rS=0.85, p<0.001) and a very strong positive 
correlation between the number of lymphocytes in the state of terminal blebbing and the development 
of critical ischemia (rS=0.96, p<0.001). Other significant factors were a decrease in LPHD, an increase 
in total homocysteine, and development of hypercoagulation. The data obtained in the present study 
confirm the importance of assessing the blebbing of the lymphocyte plasma membrane in patients with 
critical ischemia of the lower extremities.
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Блеббинг плазматической мембраны лимфоцитов  
как патогенетический маркер критической ишемии  
нижних конечностей
Ю.С. Винник, С.С. Дунаевская, Д.А. Антюфриева
Красноярский государственный медицинский университет 
им. В.Ф. Войно-Ясенецкого 
Российская Федерация, Красноярск 
Аннотация. Возрастающий интерес к изучению облитерирующего атеросклероза 
сосудов нижних конечностей связан с увеличением заболеваемости и необходимостью 
мультидисциплинарного подхода к диагностике и лечению данного заболевания. У 
пациентов с атеросклерозом был исследован липидный профиль, состояние коагуляционного 
звена гемостаза, уровень общего гомоцистеина, состояние просвета артерий и блеббинг 
плазматической мембраны лимфоцитов. Больные были разделены на две группы: 1-я группа (30 
пациентов) с ишемией II B степени по классификации Покровского-Фонтейна и 2-я группа (30 
пациентов) с критической ишемией нижних конечностей. Выявили высокую положительную 
корреляцию между суммарным блеббингом лимфоцитов и развитием критической ишемии 
(rS=0,85, p<0,001) и очень высокую положительную корреляцию между числом лимфоцитов 
в состоянии терминального блеббинга и развитием критической ишемии (rS=0,96, p<0,001). 
Кроме того, значимую роль играет снижение ЛПВП, повышение уровня общего гомоцистеина 
и развитие гиперкоагуляции. Полученные данные свидетельствуют о важности оценки 
блеббинга плазматической мембраны лимфоцитов у пациентов с критической ишемией 
нижних конечностей.
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Введение
Возрастающий интерес к изучению об-
литерирующего атеросклероза сосудов ниж-
них конечностей (ОАСНК) связан с увели-
чением заболеваемости и необходимостью 
мультидисциплинарного подхода к диагно-
стике и лечению этого заболевания (Gallino 
et al., 2014). В настоящее время прогресс за-
болевания и развитие критической ишемии 
являются одной из наиболее важных про-
блем сосудистой хирургии (Lambert, Belch, 
2013; Харазов и др., 2016). Для успешного 
лечения необходимо понимать, что прогрес-
сирование атеросклеротического поражения 
сосудов зависит от множества факторов: со-
стояния липидного обмена, свертывающей 
и противосвертывающей системы крови, а 
также клеточных механизмов повреждения 
эндотелия сосудов (Lu, Daugherty, 2015). Ак-
тивация лимфоцитов и их взаимодействие 
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с эндотелиальными клетками приводят к 
развитию асептического воспаления в стен-
ке артерии, провоцируя образование атеро-
склеротической бляшки (Libby, 2012). При 
усилении внутриклеточных сигнальных си-
стем лимфоцита за счет блеббинга плазмати-
ческой мембраны формируется активный ре-
цепторный полюс, который взаимодействует 
с эндотелиоцитом. В результате блеббинга 
образуются микрочастицы лимфоцитарного 
происхождения, взаимодействующие с эндо-
телиальными клетками, что приводит к асеп-
тическому воспалению и является пусковым 
моментом формирования атеросклеротиче-
ской бляшки в стенке сосуда. Кроме того, 
постоянная стимуляция эндотелиоцитов 
приводит к апоптозу и слущиванию эндо-
телия, усиливая его дисфункцию (Martinez 
et al., 2005; Beum et al., 2008; Inzhutova et al., 
2012). Дисфункция эндотелия запускает ка-
скад патологических реакций, провоциру-
ющих формирование атеросклеротических 
бляшек, нарушает баланс между антитром-
богенными и тромбогенными факторами, 
вазоконстрикторами и вазодилятаторами 
(Шабров и др., 2016). Важность оценки блеб-
бинга лимфоцитов как маркера эндотелиаль-
ной дисфункции была доказана для многих 
сердечно-сосудистых заболеваний, таких 
как гипертоническая болезнь и ишемическая 
болезнь сердца, в патогенезе которых значи-
мую роль играет формирование атероскле-
ротических бляшек (Инжутова и др., 2010; 
Зимницкая и др., 2015). Это обуславливает 
интерес к исследованию состояния актива-
ции лимфоцитов и блеббинга плазматиче-
ской мембраны у пациентов с ОАСНК.
Целью исследования являлась оценка 
диагностической значимости блеббинга лим-
фоцитов в диагностике и прогнозировании 
критической ишемии сосудов нижних конеч-
ностей.
Материалы и методы
Когортное проспективное исследование, 
включавшее пациентов с ОАСНК, находив-
шихся на лечении в хирургическом отделении 
СНКЦ ФМБА России, проводили с 2015 по 
2017 г. Исследование одобрено на заседании 
локального этического комитета ГБОУ ВПО 
КрасГМУ, протокол 57/2014 от 29.10.2014. На 
основании анамнестических данных (дли-
тельность заболевания, дистанция безболе-
вой ходьбы, уменьшение дистанции безбо-
левой ходьбы в течение года, наличие болей 
в покое, длительность сохранения эффекта 
от консервативного лечения) и данных объ-
ективного осмотра (состояние кожных по-
кровов, пульсация магистральных артерий 
нижних конечностей, наличие трофических 
расстройств и признаков формирующегося 
некроза) были сформированы две группы 
пациентов: 1-я группа (30 пациентов) с ише-
мией II B степени по классификации Покров-
ского-Фонтейна и 2-я группа (30 пациентов) с 
критической ишемией нижних конечностей. 
В соответствии с «Национальными реко-
мендациями по ведению пациентов с забо-
леваниями артерий нижних конечностей», 
разработанными Российским обществом ан-
гиологов и сосудистых хирургов, ассоциа-
цией сердечно-сосудистых хирургов России, 
Российским научным обществом рентгенэн-
доваскулярных хирургов и интервенционных 
радиологов, Всероссийским научным обще-
ством кардиологов и Ассоциацией флеболо-
гов России (Москва, 2013 г.), под критической 
ишемией понимали синдром декомпенсации 
хронической артериальной недостаточности 
конечности вследствие заболевания артерий 
нижних конечностей, основными клиниче-
скими признаками которого являются боль в 
покое, не купируемая наркотическими аналь-
гетиками, и (или) наличие язвенно-некроти-
ческого процесса стопы. Для объективизации 
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ишемии оценивали лодыжечное артериаль-
ное давление, лодыжечно-плечевой индекс, 
пальцевое артериальное давление, транску-
танное напряжение кислорода в пальцах сто-
пы. Характер гемодинамики и мультифокаль-
ное поражение артерий нижних конечностей 
было подтверждено инструментальными ме-
тодами исследования (УЗДГ артерий нижних 
конечностей, КТ-ангиографией). Обе группы 
пациентов были сравнимы по возрастному 
и половому составу: в группах все пациен-
ты являлись мужчинами, возраст пациен-
тов в 1-й группе составил 68 [57; 74] лет, во 
2-й – 70 [56; 73] лет. В качестве контрольной 
группы выступали 15 практически здоровых 
добровольцев мужского пола, сопоставимые 
с исследуемыми группами пациентов по воз-
расту, который составил 67 [55; 74] лет, без 
признаков ОАСНК.
В рамках исследования были использо-
ваны физикальные, лабораторные и инстру-
ментальные методы. Для объективизации 
оценки состояния магистральных артерий 
при поступлении в стационар всем пациентам 
выполнили ультразвуковую допплерографию 
артерий нижних конечностей и по показани-
ям компьютерную ангиографию.
Исследование блеббинга плазматиче-
ской мембраны лимфоцитов проводили на 
базе НИИ молекулярной медицины и пато-
биохимии ФГБОУ ВО КрасГМУ им. проф. 
В.Ф. Войно-Ясенецкого Минздрава России. 
Забор крови осуществляли при поступле-
нии в стационар до начала терапии. Лимфо-
циты периферической крови выделяли по 
стандартному протоколу. Центрифугирова-
ли гепаринизированную кровь по градиенту 
плотности со средой Lympholyte H CL5010 
(Cedarlane Laboratories Limited, Канада). По-
лученные клетки оценивали при помощи фа-
зово-контрастной микроскопи (увеличение 
х 80) на универсальном микроскопе Olympus 
BX–41 (Olympus, Япония), цифровые снимки 
сделаны с помощью камеры Olympus DP72 
(Olympus, Япония). Оценивали число лим-
фоцитов в состоянии начального блеббинга 
(мелкие везикулы на плазматической мем-
бране, занимающие до 1/3 радиуса клетки), 
число лимфоцитов в состоянии терминаль-
ного блеббинга (крупные множественные 
везикулы плазматической мембраны, зани-
мающие более 1/3 радиуса), суммарный блеб-
бинг – сумма клеток в состоянии начального 
и терминального блеббинга – в процентах от 
общего числа лимфоцитов (не менее 10 полей 
зрения, при этом подсчет вели на 100 выде-
ленных лимфоцитов).
Уровни общего холестерина (ОХ), холе-
стерина липопротеидов высокой плотности 
(ЛПВП), холестерина липопротеидов низкой 
плотности (ЛПНП), триглицеридов (ТГ) и ин-
декса атерогенности (ИА) были использованы 
для оценки состояния липидного обмена. Ис-
следование поводили с помощью гомогенного 
энзиматического колориметрического теста. 
Оценивали коагулограмму: активированное 
частичное тромбопластиновое время (АЧТВ), 
протромбиновое время (ПВ), тромбиновое 
время (ТВ), международное нормализирован-
ное отношение (МНО) и уровень фибриноге-
на с использованием автоматического анали-
затора параметров свертывающей системы 
ACL TOP 700 (Instrumentation Laboratory 
Werfen, США). Уровень общего гомоцистеина 
определяли методом твердофазного хемилю-
минесцентного иммуноферментного анализа 
с помощью анализатора Arhitect i2000 с хе-
милюминесцентной технологией Chemiflex 
(Abbott Laboratories, США).
Описательная статистика представлена 
в виде медианы 25; 75 перцентилей Ме [Q1; 
Q3]. Характер распределения полученных ве-
личин оценивали на основании теста Шапи-
ро-Уилка. Большинство величин не соответ-
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ствовали нормальному распределению, для 
попарного сравнения в группах применяли 
непараметрический U-критерий Манна-Уит-
ни. Критический уровень статистической 
значимости при проверке нулевой гипотезы 
считали равным 0,05.
С помощью множественного регресси-
онного анализа и коэффициентов корреляции 
Спирмена (rS), Гамма и Кендалл-Тау устано-
вили взаимосвязи между отдельными парами 
признаков.
Результаты
У пациентов с ОАСНК регистрировали 
значимые изменения в плазматической мем-
бране лимфоцитов (табл. 1). В 1-й группе с 
ишемией II В степени суммарный блеббинг 
составил 18,2 [12,6; 20,6], что было выше по-
казателя практически здоровых лиц 10,6 [7,2; 
11,5] (р1<0,001), при этом преобладали клетки 
в состоянии начального блеббинга 13,3 [8,4; 
15,7], а число клеток в состоянии терминаль-
ного блеббинга было относительно невелико 
6,3 [5,2; 8,7]. При развитии критической ише-
мии активация лимфоцитов происходила зна-
чительно интенсивнее. Суммарный блеббинг 
при критической ишемии составил 48,4 [32,7; 
50,4], что более чем в 4 раза превышало пока-
затель контрольной группы (р1<0,001) и более 
чем в 2 раза показатель в группе пациентов с 
ишемией II В степени (р2<0,001). Кроме того, 
при критической ишемии преобладало чис-
ло клеток в состоянии терминального блеб-
бинга 26,4 [19,6; 29,3] в сравнении с числом 
лимфоцитов в стадии начального блеббинга 
(табл. 1).
Нарушение липидного обмена играет 
важную роль в течении ОАСНК. Уровень 
общего холестерина был значимо повышен у 
пациентов обеих групп в сравнении с груп-
пой контроля, но при этом не имел значимых 
отличий между группами (р2=0,461) и соста-
вил 6,30 [6,10; 7,20] ммоль/л для пациентов 
1-й группы и 5,50 [4,80; 5,90] ммоль/л – для 
2-й группы (табл. 2). Уровень ЛПНП, обла-
дающих атерогенными свойствами, был вы-
соким у пациентов в обеих группах и соста-
вил у пациентов со II В стадией ишемии 3,85 
[3,10; 4,20] ммоль/л, а у пациентов с критиче-
ской ишемией – 4,78 [4,10; 6,75] ммоль/л, при 
этом значимого различия показателей между 
группами выявлено не было (р2=0,603). Уро-
вень «хорошего холестерина» ЛПВП значимо 
отличался у пациентов и был выше в 1-й груп-
Таблица 1. Блеббинг плазматической мембраны лимфоцитов в зависимости от степени ишемии
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терминального блеббинга, в 
пересчете на 100 клеток




Суммарный блеббинг лимфоцитов, в 






Примечание: p1 – значимость различий группы по сравнению с контролем (U-критерий Манна-Уитни), p2 – значимость 
различий между 1-й и 2-й группами (U-критерий Манна-Уитни).
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пе – 1,80 [1,40; 2,35] ммоль/л по сравнению со 
2-й – 0,95 [0,75; 1,10] ммоль/л (р2<0,001). Дис-
баланс между «плохим» и «хорошим» холе-
стерином нашел свое отражение в индексе 
атерогенности, который у пациентов с крити-
ческой ишемией был выше – 3,92 [3,78; 5,06] 
(р2<0,001), что способствовало прогрессии па-
тологического процесса и усилению ишемии 
нижних конечностей. Особый интерес пред-
ставлял уровень общего гомоцистеина как ве-
щества, являющегося маркером повреждения 
эндотелия. У пациентов с ОАСНК наблюда-
ли повышение этого показателя в сравнении 
с практически здоровыми лицами (р1<0,001). 
При этом при критической ишемии уровень 
гомоцистеина был в 3 раза выше, чем у паци-
ентов 1-й группы, и составил 32,1 [29,3; 37,0] 
мкмоль/л (р2<0,001) (табл. 2).
Одно из проявлений нарушений функ-
ционального состояния эндотелия – разви-
тие гиперкоагуляции. У пациентов с кри-
тической ишемией наблюдали значимое 
укорочение ПВ до 11,3 [9,9; 11,9] с (р1<0,001, 
р2<0,001), у пациентов с ишемией II В сте-
пени этот показатель оставался в пределах 
нормальных значений (табл. 3). При крити-
ческой ишемии регистрировали укорочение 
ТВ до 12,0 [11,4; 12,3] с (р1<0,001, р2<0,001). 
Уровень фибриногена был выше значений 
контрольной группы у всех пациентов с 
ОАСНК и в 1-й группе составлял 3,9 [3,7; 
4,2] г/л (р1<0,001), а во 2-й – 5,2 [4,9; 6,4] г/л 
(р1<0,001, р2<0,001) (табл. 3).
Для объективной оценки сохраненного 
просвета артерий нижних конечностей це-
лесообразно выполнение современных ме-
тодов визуализации. Мультиэтажное пора-
жение артерий нижних конечностей делает 
невозможными реконструктивные операции 
у этой категории больных. При критической 
Таблица 2. Липидный профиль в зависимости от степени ишемии

































Примечание: p1 – значимость различий группы по сравнению с контролем (U-критерий Манна-Уитни), p2 – значимость 
различий между 1-й и 2-й группами (U-критерий Манна-Уитни).
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ишемии сохраненный просвет поверхност-
ной бедренной артерии (ПБА) составил 21,4 
[16,0; 23,5] %, что значимо ниже, чем просвет 
при ишемии II В 30,4 [27,9; 37,6] % (р2<0,001) 
(табл. 4). Было выявлено поражение подко-
ленной артерии (ПА) – сохраненный просвет 
в 1-й группе составил 28,19 [15,4; 34,8] %, а 
во 2-й всего 14,9 [10,3; 18,4] % (р2<0,001). Наи-
большую проблему при критической ишемии 
представляет практически полная окклюзия 
передней большеберцовой (ПББА) и задней 
большеберцовой артерий (ЗББА). Нами не 
было выявлено статистически значимых раз-
личий между сохраненным просветом ПББА 
в исследуемых группах. Сохраненный про-
свет ПББА в 1-й группе равнялся 20,0 [14,6; 
32,7] %, а во 2-й – 9,7 [6,4; 16,8] % (р2=0,085). 
При этом разница между клиническими про-
явлениями ишемии была обусловлена воз-
можностью коллатерального кровотока из 
системы ЗББА, просвет которой у пациентов 
с ишемией II степени был равен 23,5 [19,4; 
36,4] %, в то время как у пациентов с кри-
тической ишемией – всего 11,7 [5,2; 20,4] % 
(р2<0,001). При этом у троих пациентов во 2-й 
группе кровоток в бассейне ЗББА отсутство-
вал полностью. Группы пациентов значимо 
различались по показателю лодыжечно-пле-
чевого индекса (табл. 4).
Была выявлена высокая положительная 
корреляция между суммарным блеббин-
гом лимфоцитов и развитием критической 
ишемии (rS=0,85, p<0,001) и очень высокая 
положительная корреляция между числом 
лимфоцитов в состоянии терминального 
блеббинга и развитием критической ише-
мии (rS=0,96, p<0,001). Кроме того, значи-
мую роль играет снижение ЛПВП, коэффи-
циент корреляции между уровнем ЛПВП и 
развитием критической ишемии составил 
rS= – 0,78, (p<0,001). Коэффициент корреля-
ции между развитием критической ишемии 
Таблица 3. Показатели коагуляционного звена гемостаза в зависимости от степени ишемии
Table 3. Parameters of the coagulation component of hemostasis as dependent on the degree of ischemia

































Примечание: АЧТВ – активированное частичное тромбопластиновое время, ПВ – протромбиновое время, ТВ – 
тромбиновое время, МНО – международное нормализированное отношение, p1 – значимость различий группы по 
сравнению с контролем (U-критерий Манна-Уитни), p2 – значимость различий между 1-й и 2-й группами (U-критерий 
Манна-Уитни).
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Таблица 5. Коэффициенты корреляции между развитием критической ишемии и основными показателями
Table 5. Coefficients of correlation between the development of critical ischemia and the key parameters
Показатель Коэффициент корреляции 
Индекс атерогенности rS=0,74, p<0,001
Уровень общего гомоцистеина, мкмоль/л rS=0,87, p<0,001
Уровень ЛПВП, ммоль/л rS= – 0,78, p<0,001
ТВ, сек. rS= – 0,64, p<0,001
Фибриноген, г/л rS=0,57, p<0,001
Суммарный блеббинг лимфоцитов rS=0,85, p<0,001
Лимфоциты в состоянии терминального 
блеббинга rS=0,96, p<0,001
Примечание: rS – коэффициент корреляции Спирмана, p – двусторонняя значимость коэффициента корреляции 
Спирмана, считается достоверной при p≤ 0,01.
Таблица 4. Сохраненный просвет артерий нижних конечностей в зависимости от степени ишемии





ОБА, % 60,2 [52,3; 70,4] 50,8 [48,1; 53,6]р2=0,112
ПБА, % 30,4 [27,9; 37,6] 21,4 [16,0; 23,5]р2<0,001
ГБА, % 68,4 [65,2; 78,3] 52,9 [42,6; 59,4]р2=0,031
ПА, % 28,19 [15,4; 34,8] 14,9 [10,3; 18,4]р2<0,001
ЗББА, % 23,5 [19,4; 36,4] 11,7 [5,2; 20,4]р2<0,001
ПББА, % 20,0 [14,6; 32,7] 9,7 [6,4; 16,8]р2=0,085
Комплекс Интима-медиа, мм 0,84 [0,82; 0,89] 0,87 [0,85; 0,92]р2=0,660
Лодыжечно-плечевой индекс 0,62 [0,58; 0,84] 0,38 [0,35; 0,46]р2<0,001
Примечание: ОБА – общая бедренная артерия, ПБА – поверхностная бедренная артерия, ГБА – глубокая бедренная 
артерия, ПА – подколенная артерия, ЗББА – задняя большеберцовая артерия, ПББА – передняя большеберцовая 
артерия, p2 – значимость различий между 1-й и 2-й группами (U-критерий Манна-Уитни).
и уровнем общего гомоцистеина – rS=0,87, 
p<0,001 (табл. 5).
Коэффициенты корреляции между лабо-
раторными и инструментальными показате-
лями на фоне критической ишемии даны в та-
блице (см. материал, размещенный на сайте).
Обсуждение
Высокий уровень суммарного блеббинга 
и преобладание терминального блеббинга при 
критической ишемии свидетельствуют об ин-
тенсивности активации лимфоцитов и повреж-
дении эндотелия сосудов нижних конечностей.
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Формирующиеся в результате блеббинга 
микрочастицы лимфоцитарного происхож-
дения взаимодействуют с эндотелиальными 
клетками сосудов и приводят к повреждению 
эндотелия. Доказана высокая корреляция 
клеточных показателей, таких как блеббинг 
лимфоцитов и формирование микрочастиц 
лимфоцитарного происхождения с гумораль-
ными показателями повреждения эндотелия, 
в частности, уровнем sPECAM-1 и антите-
лами к фосфолипидам (Петрова и др., 2007). 
Повреждение эндотелия приводит к прогрес-
сированию и образованию новых атероскле-
ротических бляшек, что достоверно отра-
жается на снижении сохраненного просвета 
сосудов у пациентов. Снижение просвета со-
судов вызывает снижение кровотока в тканях 
нижних конечностей, обуславливая наруше-
ние перфузии и развитие критической ише-
мии нижних конечностей. Таким образом, 
лимфоцитарная активация является косвен-
ным маркером облитерации просвета арте-
риального сосуда, что согласуется с данными 
раннее проведенных исследований (Martinez 
et al., 2005; Inzhutova et al., 2012; Emeryanchik 
et al., 2017). В ходе нашей работы впервые 
оценена корреляция между уровнем клеток в 
различных фазах блеббинга и развитием кри-
тической ишемии.
Активность лимфоцитарных микроча-
стиц, формирующихся в результате блеббин-
га плазматической мембраны, также приво-
дит к дисбалансу между антитромбогенными 
и тромбогенными факторами, что нашло свое 
отражение в выявленных признаках гиперко-
агуляции у пациентов с критической ишеми-
ей и согласуется с литературными данными 
(Martinez et al., 2005; Шабров и др., 2016).
Проведенные исследования доказывают 
значимую роль гомоцистеина в поврежде-
нии эндотелиальных клеток и его влияние 
на процессы фибринолиза и коагуляции. По-
вышение уровня гомоцистеина среди проче-
го приводит к развитию гиперкоагуляции и 
тромбоза (Malinowska et al., 2012), что также 
подтверждается полученным в нашей работе 
высоким коэффициентом корреляции между 
развитием критической ишемии и уровнем 
общего гомоцистеина.
Заключение
Суммарный блеббинг и число лимфо-
цитов в состоянии терминального блеббинга 
объективно отражают интенсивность пора-
жения эндотелия и являются перспективны-
ми маркерами развития критической ишемии 
нижних конечностей при облитерирующем 
атеросклерозе. Таким образом, полученные 
данные свидетельствуют о важности оценки 
блеббинга плазматической мембраны лимфо-
цитов у пациентов с критической ишемией 
нижних конечностей.
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